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(g) Acides nucleiques codant pour la lipase gastrique de lapin et derives polypeptidiques, leur 

utilisation pour la production de ces polypeptides, et compositions pharmaceutiques a base de ces 
derniers. 

(57) La presente invention concerne ia lipase gastrique de lapin telle qu'obtenue par voie du genie 
genetique ainsi que la sequence de nucleotides codant pour cette LGL recombinante. 

Elle vise egalement I'utilisation de cette LGL recombinante pour I'obtention de compositions 
pharmaceutiques destinees, notamment, au traitement de pathologies Hees a I'insuffisance, voire a 
I'absence de secretion de lipase gastrique dans I'organisme d'un individu. 
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La presente invention concerne des acides nucleiques codant pour ia lipase gastrique de lapin (LGL), et 
autres derives polypeptidiques de cette derniere possedant une activite Wpasique, ainsi que ieurs utilisations, 
notamment pour la production de ces polypeptides, (.'invention a egalement pour objet les polypeptides codes 
par ces acides nucleiques, et I'utilisation de ces polypeptides dans des compositions pharmaceutiques. 

5 La LGL est une glycoproteine de 376 acides amines (AA) d'un poids moleculaire de 50 kilodaltons (kD) 

synthetisee sous forme d'un precurseur contenant un peptide signal a rextremite aminoterminale (NH 2 -termi- 
nale) et secretee par les cellules medianes de la muqueuse fundique de Testomac de lapin (Moreau H. et al., 
Biochem. Biophys. Act. 960 (1988) 286-293). Cette enzyme appartient a une famiile de lipases dites "preduo- 
denales" dont certains membres ont deja ete purifies et parfois meme clones (Docherty A.J. P. et al., Nucl. Ac. 

10 Res. 13(1985) 1891-1903; Bodmeretal., Biochem. Biophys. Act. 909 (1987) 237-244). 

Pendant longtemps, on a tenu pour acquis que I'hydrolyse des lipides alimentaires s'effectuait au niveau 
de I'intestin gr§le grace a i'action d'enzymes produites par le pancreas (Bernard C, C.R. Acad. Sci. 28 (1849) 
249-253). 

Des observations laissaient cependant penser que I'hydrolyse de triglycerides pouvait avoir iieu dans res- 
ts tomac par le biais d'enzymes preduodenales (Volhard, F., Z. Klin. Med. 42 (1901) 414-429; Shonheyder, F. and 
Volquartz, K. Acta Physiol. Scand. 9 (1945) 57-67). Ces enzymes, et en particulier la lipase gastrique de lapin, 
ont des propriety enzymatiques et physico-chimiques qui les differencient des lipases pancreatiques de mam- 
miferes. Ces differences entre lipases gastrique et pancreatique concernent essentiellement les points sui- 
vants: poids moleculaire, composition en acides amines, resistance a la pepsine, specificite de substrat, pH 
20 optimum d'action, et stabilite en milieu acide. 

De plus, in vitro, dans certaines conditions, on peut mettre en evidence une synergie d'action entre les 
lipases gastrique et pancreatique sur I'hydrolyse de triglycerides a chaTnes longues (Gargouri, Y. et al., Bio- 
chem. Biophys. Act. 1006 (1989) 255-271). 

On connaft plusieurs situations pathologiques (mucoviscidose, insuff isance pancreatique exocrine) ou les 
25 patients sont totalement ou partiellement dSpourvus de secretion pancreatique et done des enzymes n6ces- 
saires a I'hydrolyse des aliments (amylase, lipase, proteases). La non-absorption des graisses au niveau in- 
testinal se traduit par une augmentation tres importante de la steatoree chez ces patients et par un ralentis- 
sement tres sensible de la prise de poids chez les jeunes malades. Pour remedier a cela on administre a ces 
sujets des extra its pancreatiques de pore au moment des repas. L'efficacite theYapeutique de ces extraits 
30 pourrait etre amelioree par la co-prescription de LGL comme le laissent supposer les etudes de synergie rea- 
lisees in vitro et in vivo (Abrams, C.K. et al., J. Clin. Invest. 73 (1984) 374-382; Levy, E. etal., Nutrition Research 
11(1991)607-619). 

Dans le brevet FR 2 603 804, et dans ia demande de brevet europeen correspondant EP 0 261 016, sont 
decrites la purification et la determination de la sequence NH 2 -terminale de la LGL. Differents precedes per- 

35 mettant d'extraire cette enzyme a partir d'estomacs de lapin sont egalement decrits dans ce brevet. Ces pro- 
cedes consistent essentiellement a faire subir a des estomacs de lapins une extraction par un milieu aqueux 
acide, on relargue I'extrait lipasique par addition de sels hydrosolubies, puts par une filtration sur tamis mole- 
culaire, suivie d'une separation parchromatographie parechange d'ions, etl'on recueille une fraction d'elution 
contenant la lipase. La LGL purifiee obtenue par ces procedes a un poids moleculaire selon la technique de 

40 Laemmli de 49 000 daltons, dont 9 000 correspondent a des sucres et 40 000 a une proteine. Ces procedes 
d'obtention de la LGL purifiee, ont ete developpes au niveau du laboratoire et a I'echelon pilote, mais sont dif- 
ficilement transposables au niveau industriel (cout, approvisionnement en matiere premiere, changement 
d'echelle). 

La presente invention a precisement pour butde permettre la production d'une LGL a I'echelle industrielle 
45 et a un prix de revient bien plus avantageux que ne le permettent les methodes actuelles. 

L'invention decoule de la decouverte faite par les inventeurs de la sequence nucieotidique de i'ARNm co- 
dant pour la LGL, apres clonage de I'ADN complementaire (ADNc) de cet ARNm a I'aide de sondes oligonu- 
cleottdiques synthetiques deduites de la sequence NH 2 -terminale de la LGL decrite dans le brevet FR 2 603 
804 cite ci-dessus. 

50 La presente invention sera plus particuiierement illustree a I'aide des figures 1 a 1 7 dont les legendes sont 

les suivantes: 

Figure 1 : Comparaison des sequences NH 2 -terminales des lipase gastrique humaine, lipase Mnguale de 

rat f lipase gastrique de lapin et lipase pancreatique de pore. 
Figure 2 : Sequence des oligonucleotides synthetiques correspondant a la region NH 2 -terminale de la 
55 LGL. 

Figure 3 : Mise en evidence, par hybridation avec des sondes synthetiques specifiques de TARN mes- 
sager codant pour la LGL apres transfert de type "Northern" sur membrane de nylon des ARN 
polyA+ extraites de la muqueuse fundique d'estomac de lapin et separes selon leurtaille par elec- 
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trophorese sur gel d'agarose dans des conditions denaturantes : 

A. Hybridation a 37°C avec Iip9, lavage a 37°C pendant 15 minutes. 

B. Hybridation a 37°C avec Iip9, lavage a 37°C pendant 30 minutes. 

C. Hybridation a 37°C avec Iip8, lavage a 42°C pendant 30 minutes. 
5 D. Hybridation a 37°C avec Hps, lavage a 48°C pendant 30 minutes. 

Figure 4 : Schema du clonage de I'ADNc de la LGL. 
Figure 5 : Carte de restriction du plasmide pJ0101. 

Figure 6 : Sequence nucleotidique de I'ADNc codant pour le precurseur de la LGL. 

Figure 7 : Sequence polypeptidique du precurseur de la LGL. 
10 Figure 8 : Carte de restriction du plasmide pRU276. 

Figure 9 : Sequence nucleotidique de la region "promoteur Tac" du plasmide pRU276. 

Figure 10 : Comparaison des sequences polypeptidiques des precurseurs de la LGL et de la LGH deduite 
de ia sequence nucleotidique de leurs ADNc, 

Figure 11 : Structures secondaires possibles de Textremite 5'OH des ARNm de la LGL issus des plasmides 
15 pRGLN1.3etpRGLN2.1. 

Figure 12 : Introduction d'un codon d'initiation ATG et de nouveaux sites de restriction dans I'ADNc de la 
LGL par amplification genique de type "PCR" a I'aide d'amorces synthetiques specif iques. 

Figure 13 : Construction du plasmide pRGLNI .3. 

Figure 14 : Mutagenese in vitro de I'ADNc de ia LGL par la technique "PCR" a I'aide d'amorces oligode- 
20 soxynucleotidiques specif iques en vue de la construction du plasmide pRGLN2.1. 

Figure 15 : Construction du plasmide pRGLN2.1. 

Figure 16 : Analyse par electrophorese sur gel de polyacrylamide-SDS des proteines synthetisees, en ab- 
sence ou en presence d'IPTG, dans E. coli W3110 iq transformed paries plasmides pRGLN1.3. 
et pRGLN2.1. 

25 Figure 17 : Immunodetection a I'aide d'anticorps specif iques de la LGL synth^tisee dans E. coli W3110 
iq transformed par les plasmides pRGLN1.3. et pRGLN2.1. apres transfert de type "Western" 
sur membrane de nylon des extra its bacteriens. 
Ainsi la presente invention concerne tout acide nucleique caracterise en ce qu'il comprend le fragment 
d'ADN delimite par les nucleotides situes aux positions 120 et 1247 de I'ADN repredente sur la figure 6, ce 
30 fragment d'ADN codant pour le polypeptide delimite par les acides amines situes aux positions 23 et 398 de 
ia sequence en acides amines representee sur la figure 7, ce polypeptide correspondant a la LGL mature. 

L'invention concerne egalement tout acide nucleique tel que decrit ci-dessus, comprenant en amont du 
fragment d'ADN susmentionne, le fragment d'ADN delimite par les nucleotides situes aux positons 111 et 119 
de I'ADN represents sur la figure 6, et codant pour la sequence en acides amines Leu-Phe-Gly. 
35 Les acides nucleiques susmentionnes peuvent egalement comprendre en amont du fragment d'ADN de- 

limite par les nucleotides situes aux positions 120 et 1247, et de celui delimite par les nucleotides situes aux 
positions 111 et 1247 de la figure 6, un fragment d'ADN codant pour une methionine. 

L'invention vise egalement les fragments d'ADN susmentionnes presentant en aval de la position 1247 
un codon STOP, notamment celui constitue de la sequence delimitee par les nucleotides situes aux positions 
40 1248 et 1250 de ia figure 6. 

L'invention a egalement pour objet tout acide nucleique caracterise en ce qu'il comprend le fragment d'ADN 
delimite par les nucleotides situes aux positions 54 et 1247 de I'ADN represents sur la figure 6, ce fragment 
d'ADN codant pour le nolypeptide de 398 acides amines represents ou. ... . .^■■e 7, ce polypeptide correspon- 
dant au precurseur de la lipase gastrique de lapin. En effet, comme il Ta deja ete precise ci-dessus, la LGL est 
45 synthetisee sous forme d'un precurseur constitue d'un peptide signal de 22 AA precedant la sequence poly- 
peptidique de la proteine mature. 

D'une maniere generate, l'invention concerne tout acide nucleique caracterise en ce qu'il comprend en 
amont d'un des fragments d'ADN susmentionnes, une sequence signal codant pour un peptide signal. 

Par opposition aux acides nucleiques double brin cites ci-dessus, l'invention vise egalement les acides 
so nucleiques simple brin constitues de Tune ou I'autre des deux sequences nucieotidiques complementaires 
constituant les fragments d'ADN susmentionnes. 

L'invention concerne egalement tout acide nucleique susceptible de s'hybrider avec un acide nucleique 
simple brin tel que decrit ci-dessus, notamment dans les conditions d'hybridation citees dans la description 
detailiee qui suit du clonage de I'ADNc de la LGL selon l'invention. 
55 Tout acide nucleique codant pour un polypeptide selon l'invention et dont la sequence nucleotidique differe 

en fonction de la degenerescence du code genetique des sequences nucieotidiques susmentionnees, entre 
egalement dans le cadre de la presente invention. 

L'invention a egalement pour objet tout acide nucleique recombinant caracterise en ce qu'il comprend un 
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acide nucleique tel que decrit ci-dessus selon I'invention, insere dans une sequence nucleotidique heterologue 
vis a vis du susdit acide nucleique. 

A ce titre I'invention a plus particulierement pour objet tout acide nucleique recombinant comprenant un 
promoteur situe en amont de I'acide nucleique selon I'invention, et sous le controle duquel la transcription dudit 
5 acide nucleique est susceptible d'etre effectuee, ainsi qu'une sequence codant pour des signaux de terminai- 
son de la transcription situee en aval dudit acide nucleique. 

Uinvention concerne egalement tout vecteur recombinant, notamment du type plasmide, cosmide ou pha- 
ge, caracterise en ce qu'il contient un acide nucleique recombinant tel que decrit ci-dessus, insere en Tun de 
ses sites non essentiels poursa replication. 
w Les vecteurs recombinants selon I'invention sont avantageusement caracterises en ce qu'ils contiennent 

en Tun de leurs sites non essentiels pour leur replication, des elements necessaires pour promouvoir et contro- 
ler I'expression d'un acide nucleique selon I'invention dans un note cellulaire, et plus particulierement un pro- 
moteur reconnu par les polymerases de I'hote cellulaire, notamment un promoteur inductible. 

Uinvention vise egalement tout note cellulaire, de type procaryote ou eucaryote, transforme par un vecteur 
15 recombinant tel que decrit ci-dessus, et comprenant les elements de regulation permettant I'expression d'un 
acide nucleique seion I'invention. 

A titre d'exemples de cellules hates susceptibles d'etre transformees par un vecteur recombinant selon 
I'invention, on peut citer les cellules de mammiferes telles que les cellules COS ou CHO, les levures telles que 
saccharomyces cerevisiae ou kluyveromyces lactis, ainsi que les bacteries telles que E. coli (bacterie Gram 
20 negatif) ou B. subtilis (bacterie Gram positif), ou encore les champignons f ilamenteux comme Aspergillus niger. 

[.'invention a egalement pour objet des amorces d'ADN (ou d'ARN) utiiisables pour la synthese des acides 
nucleiques selon I'invention par la technique d'amplif ication en chatne de I'ADN, ci-apres designee par tech- 
nique PCR (Polymerase Chain reaction). Cette technique est plus particulierement decrite dans les brevets 
americains N° 4, 683, 202 et n° 4, 683, 195, ainsi que dans le brevet europeen n° 200.362. Les amorces selon 
25 I'invention sont avantageusement constitutes d'environ 10 a 40 nucleotides correspondant aux extremites 3' 
et 5' de I'un ou I'autre des deux brins constituant les fragments d'ADN susmentionnes. 

Uinvention vise egalement des sondes nucleotidiques issues de Tun ou I'autre des deux brins constituant 
les fragments d'ADN susmentionnes de I'invention, ainsi que ('utilisation de ces sondes, notamment pour la 
detection dans un echantillon biologique de la presence eventuelle de LGL Avantageusement, les sondes de 
30 I'invention sont constitutes d'environ 14 a environ 40 nucleotides. La detection de la presence de LGL dans 
un echantillon, est de preference realisee apres amplification du nombre de copies des genes ou des ARNm 
codant pour la LGL susceptibles d'etre presents dans cet echantillon, a I'aide des amorces indiquees ci-dessus. 

A ce titre, I'invention concerne egalement un kit pour la mise en oeuvre de la methode de detection sus- 
mentionnee, comprenant: 

35 - le cas echeant, des amorces telles que decrites ci-dessus, ainsi que les reactifs pour la constitution d'un 

milieu propice a la realisation de I'amplif ication de la sequence d'ADN ou d'ARN codant pour fa LGL, 
- une sonde nucleotidique telle que decrite ci-dessus, le cas echeant marquee, notamment de maniere 
radioactive ou enzymatique, ainsi que les reactifs pour la constitution d'un milieu propice a la realisation 
de ('hybridation entre la sonde et la sequence d'ADN ou d'ARN susmentionnee, 
40 - les reactifs permettant ia detection de la sonde hybridee avec ladite sequence. 

Avantageusement les sondes nucleotidiques de ('invention sont susceptibles de s'hybrider a ia fois avec 
la sequence d'ADN ou d'ARN codant pour la LGL et avec celle codant pour la lipase gastrique humaine (LGH). 

..dues sondes sont utiiisables pour la mise en oeuvre d'une methode de detection in vitro de ia presence 
eventuelle de LGH dans un echantillon biologique susceptible de contenir cette derniere. Une telle methode 
45 de detection est realisee de la maniere indiquee ci-dessus, et permet le diagnostic in vitro de pathologies liees 
a !a production, ou a ('inverse, a I'insuff isance, voire I'absence, de production de lipase gastrique dans I'or- 
:ianisme ; et plus particulierement de pathologies telles que la mucoviscidose, et I'insuff isance pancreatique 
exocrine. 

Uinvention a egalement pour objet les polypeptides recombinants correspondant selon le code genetique 
so universel aux acides nucleiques selon I'invention decrits ci-dessus, ou tout fragment de ces polypeptides re- 
combinants, ou tout polypeptide modifie par substitution et/ou addition et/ou suppression d'un ou plusieurs 
acides amines de ces polypeptides recombinants, ces fragments ou polypeptides modifies conservant les pro- 
prietes enzymatiques des polypeptides recombinants susmentionnes. 

II faut entendre par "polypeptides recombinants'* toute molecule possedant une chatne polypeptidique sus- 
55 ceptible d'etre produite par voie du genie genetique, par transcription et traduction d'une sequence d'ADN 
correspondante sous le controle d'elements de regulation appropries a I'interieur d'un note cellulaire efficace. 
Par consequent, ('expression "polypeptides recombinants" n'exclut pas la possibility que ces polypeptides 
comprennent d'autres groupes, tels que des groupes glycosyles. 
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Le terme "recombinant" implique le fait que le polypeptide a ete produit par voie dti genie genetique, plus 
particulierement en raison du fait que ce polypeptide resuite de I'expression dans un note cellulaire de sequen- 
ces d'acides nucleiques qui ont ete prealablement introduites dans le vecteur d'expression utilise dans ledit 
note. 

5 Toutefois, il doit etre entendu que cette expression n'exclut pas la possibility que le polypeptide soit produit 

par un proced£ different, par exemple par synthese chimique classique selon les methodes classiquement uti- 
lisees pour la synthese des proteines, ou par clivage de molecules de plus grande taille de chatne en acides 
amines. 

L'invention vise egaiement les polypeptides susmentionnes sous forme biologiquement pure. II faut en- 
10 tendre par ('expression "biologiquement pure" d'une part un degre de purete permettant au polypeptide recom- 
binant d'etre utilise pour la production de compositions pharmaceutiques, et, d'autre part, I'absence de conta- 
minants, plus particulierement de contaminants naturels. 

Ace titre, l'invention concerne plus particulierement; 

- le polypeptide delimite par les acides amines situes aux positions 23 et 398 de la sequence en acides 
15 amines representee sur la figure 7, et correspondant a la LGL mature telle qu'obtenue par voie du genie 

genetique (encore designee par ('expression LGL recombinante), et dont le poids moleculaire varie d'en- 
viron 44.000 a environ 50.000 daltons, suivant que I'hdte, dans lequel elle est produite, effectue des mo- 
difications post-traductionnelles suria chatne polypeptidique de cette LGL, 

- le polypeptide constitue de la sequence en acides amines representee susmentionn^e et d'une sSquen- 
20 ce Leu-Phe-Gly situee en amont de cette derniere, 

- fes polypeptides sus-mentionnes dont les sequences en acides amines sont precedees d'une methio- 
nine, 

- le polypeptide de 398 acides amines represents sur la figure 7, et correspondant au precurseur de la 
LGL tel qu'obtenu par voie du genie genetique; Tanalyse du clone contenant I'ADNc codant pour le pre- 

25 curseur de la LGL a permis de determiner que ce dernier est constitue de 398 acides amines et qu'il 

possede un poids moleculaire de 44913 daltons. 
Les polypeptides selon l'invention sont davantage caracterises: 

- en ce qu'ils possedent sous leur forme puriftee une activite lipasique (ou encore activity lipolytique 
correspondant a I'hydrolyse de triglycerides a chaines tongues) specif ique egale ou superieure a 1000 

30 U/mg de proteine determined selon la methode de Gargouri, 

- leur activite lipolytique maximale est obtenue a des valeurs de pH allant de 3,5 a 6, 

- leur activite lypolytique specif ique est inchangee apres incubation durant une heure a pH 2 et a 37°C, 

- leur activite lypolytique specif ique determinee n'est que de 20 % apres incubation durant 12 heures a 
37° C dans des milieux de pH 3 a pH 6. 

35 La presente invention concerne egaiement un procede de preparation d'un polypeptide tel que decrit ci- 

dessus, ce procede comprenant la succession d'etapes suivantes: 

- la mise en culture d'un h6te cellulaire, transforme par un vecteur recombinant tel que decrit ci-dessus, 
dans un milieu de culture approprie, et 

- la recuperation du polypeptide produit par ledit hdte cellulaire, soit directement a partir du susdit milieu 
40 de cufture, lorsque la sequence codant pour ledit polypeptide est pr^cedee d'une sequence signal et 

que i'hote cellulaire est capable de secreter le polypeptide dans le milieu de culture (notamment dans 
le cas des cellules eucaryotes et des levures), soit apres lyse de I'hote cellulaire (notamment dans le 
cas des bacteries). 

Le cas echeant, i'etape de recuperation est suivie d'une etape de purification du polypeptide recupere, 
45 et, notamment apres la recuperation par lyse de la bacterie. le cas echeant par une etape de solubilisation du 
polypeptide, puis de sa renaturation. 

Les agents et les techniques de solubilisation des polypeptides obtenus sous forme d'inclusion s-ont bi*n 
connus de I'homme de Tart. Essentiellement les agents solubilisants sont I'uree, des halogenures d'ammoaium 
quaternaires comme le chlorure de guanidinium ou le chlorure de cetyltrimethylammonium qui sont utilises 
so dans des procedures experimentales telies que celles decrites par N.K. Puri et coll. dans Biochem. J (1992) 
285 , 871-879. 

Avantageusement, comme il t'a ete deja precise plus haut les sequences nucleotidiques codant pour les 
polypeptides dont la production est recherchee, et inserees dans I'acide nucleique du vecteur utilise pourtrans- 
former les cellules hdtes, sont precedees d'une sequence signal permettant ainsi la secretion des polypeptides 
55 produits hors des cellules notes et leur recuperation directement a partir du milieu de culture sans avoir a pro- 
ceder a la lyse desdites cellules notes. 

A titre d'exemple, la synthese de la LGL mature dans des cellules de mammifere telies que les cellules 
COS ou les cellules CHO, pourra etre obtenue en inserant I'acide nucleique codant pour le precurseur LGL 
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dans un vecteur d'expression approprie. La presence du segment d'ADN codant pur le peptide signal, a savoir 
le segment d'ADN delimite paries nucleotides situes aux positions 54 et 119 de la figure 6, permettra a la ma- 
chinerie celluiaire de glycosyler et secreter la LGL dans le milieu de culture sous forme biologiquement active. 
Pour faire produire et secreter la LGL par une levure telle que Saccharomyces cerevisiae ou Kluyveromy- 

5 ces lactis, il sera preferable de remplacer, dans le cDNA, le segment d'ADN codant pour le peptide signal de 
la LGL par un fragment d'ADN codant pour un peptide signal de proteine de ievure. L'ADNc recombinant ainsi 
obtenu sera alors introduit dans un vecteur d'expression specif ique de I'hote considere. De tels systemes d'ex- 
pression sont maintenant relativement courants. Par exemple, on peut citer I'expression de la serum albumine 
humaine (Brevet Europeen n° 0361 991 A2) ou de la chymosine de veau (Van den Berg J.A. et al., Biotechno- 

10 logy 8 (1990) 135-139). 

Escherichia coli est une bacterie Gram negatif pourvue d'une paroi chez qui les phenomenes de secretion 
de proteines dans le milieu de culture sont extremementreduits. Un certain nombre de proteines s'accumulent 
dans le periplasme bacterien grace a la presence de signaux similaires aux sequences signal des proteines 
eucaryotes. Parmi celles-ci, on peut citer les produits des genes phoA et malE par exemple. Certaines regions 

is de ces genes ont ete utilises pour produire des proteines necrologues dans I'espace pertplasmique de E. 
coli. Dependant, la synthese dans le cytoplasme de proteines etrangeres demeure le systeme le mieux connu 
et le plus utilise chez E. coli. 

^ respect de certaines regies deduites de ('experience lors de la realisation des constructions de plas- 
mides permet d'optimiser le niveau d'express'-n des proteines d'interSt. 

20 Dans un premier temps, il conviendra de placer I'ADNc codant pour la partie mature de la LGL, c'est-a- 

dire depourvu du segment codant pour le peptide signal, derriere un promoteur puissant bacterien ou phagi- 
que. Pour eviter des problemes de toxicite eventuelle de la proteine etrangere dans la bacterie, on choisira de 
preference un promoteur inductible par un agent chimique (promoteurs Lac ou Trp) ou par un agent physique 
tel qu'un changement de temperature (promoteur PL et represseur cl 857). L'ADNc devra etre contigu, dans 

25 sa region 5' terminale a une sequence ATG specif iant ('initiation de la synthese proteique sur TARN messager. 
Cet ATG initiateur devra lui-mSme 6tre precede d'une sequence de 4 a 6 nucleotides riche en purines, situee 
a une distance de 6 a 12 paires de bases et correspondant, sur TARN messager, au site de fixation des ribo- 
somes ou sequence de Shine et Dalgarno. 

La sequence du segment d'ADN situe entre la region de Shine et Dalgarno et I'ATG initiateur pourra etre 

30 modifiee dans sa composition de maniere a reduire les elements de structure secondare autourdu codon d' ini- 
tiation AUG sur TARN messager. Une fois les modifications necessaires apportees, le vecteur sera introduit 
dans un hdte approprie. 

L'invention concerne les anticorps eux-memes diriges contre les polypeptides de I'invention, et plus par- 
ticulierement ceux diriges contre la LGL et susceptibies de reconnaftre egalement la LGH. De tels anticorps 
35 peuvent etre obtenus par immunisation d'un animal avec ces polypeptides suivie de la recuperation des anti- 
corps formes. 

II va de soi que cette production n'est pas limitee aux anticorps potyclonaux. 

Eile s'applique encore a tout anticorps monoclonal produit par tout hybridome susceptible d'etre forme, 
par des methodes classiques, a partir des cellules spleniques d'un animal, notamment de souris ou de rat, 

40 immunises contre Tun des polypeptides purifies de ('invention, d'une part et des cellules d'un myelome appro- 
prie d'autre part, et d'etre selectionne, par sa capacite a produire des anticorps monoclonaux reconnaissant 
le polypeptide initialement mis en oeuvre pour I'immunisation des animaux, ainsi que la LGH. 

L'invention vise egalement ('utilisation de ces anticorps pour la mise en oeuvre d'une methode de detection 
ou de dosage de la LGL ou de la LGH dans un echantillon biologique susceptible de les contenir. 

45 L'invention concerne plus particulierement Tutilisation de ces anticorps pour la mise en oeuvre d'une me- 

thode de diagnostic in vitro de pathologies liees a la surproduction, ou a I'inverse, a Tinsuff isance, voire I'ab- 
sence de production de lipase dans I'organisme, et plus particulierement de pathologies telles que la muco- 
viscidose, et i'insuff isance pancreatique exocrine. 

Cette methode de diagnostic in vitro , realisee a partir d'un echantillon biologique preleve chez un patient, 

so comprend une etape de mise en presence de cet echantillon avec des anticorps selon l'invention dans des 
conditions permettant la reaction immunologique entre ces anticorps et la LGH susceptible d'etre presente 
dans cet echantillon, suivie d'une etape de detection des eventuels complexes anticorps-LGH formes lors de 
I'etape precedente. 

Ace titre l'invention concerne egalement un kit pour la mise en oeuvre d'une methode de detection ou de 
55 diagnostic in vitro susmentionnee, comprenant: 

- des anticorps tels que decrits ci-dessus, avantageusement marques de maniere radioactive ou enzy- 
matique, ainsi que les reactifs pour la constitution d'un milieu propice a la realisation de la reaction im- 
munologique entre ces anticorps et la LGH, 
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- les reactifs permettant la detection des complexes immunologiques formes entre ces anticorps et la 
LGH. 

L'invention concerne egalement ['utilisation d'un ou plusieurs polypeptides decrits ci-dessus, et plus par- 
ticulierement la LGL recombinante, pour I'obtention de compositions pharmaceutiques, utilisables notamment 
5 par vote orale, destinies a faciliter I'absorption des graisses animales ou vegetales (principalement au niveau 
intestinal) ingerees par un individu sain ou atteint d'une ou plusieurs pathologies affectant ou non le taux de 
production de lipase gastrique. Notamment, de telles compositions sont avantageusement utilisees chez les 
individus subissant un traitement medical alterant le mecanisme d'absorption des graisses, ou encore chez 
les personnes &gees. 

w L'invention vise plus particulierement ('utilisation d'un, ou plusieurs polypeptides decrits ci-dessus, et plus 

particulierement la LGL recombinante, pour I'obtention de medicaments destines au traitement des patholo- 
gies Itees a I'insuff isance, voire J'absence, , de production de lipase dans Torganisme, et plus particulierement 
de pathologies telles que la mucoviscidose, et I'insuffisance pancreatique exocrine. 

L'invention a egalement pour objet des compositions pharmaceutiques comprenant au moins un polypep- 

15 tide selon l'invention, -fe cas 6cheant en combinatson avec tout autre polypeptide a activite lipasique-, en as- 
sociation avec un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 

L'invention concerne egalement ('utilisation des polypeptides tels que decrits ci-dessus selon ['invention 
ou de toute autre lipase gastrique de mammiferes et derives, pour !a mise en oeuvre de reactions de bycon- 
versions enzymatiques (telles que hydrolyses, trans-esterif ications enzymatiques), notamment sous forme im- 

20 mobilisee sur un support solide. 

L'invention sera plus particulierement illustree a I'aide de la description detailtee qui suit de la construction 
de vecteurs recombinants selon ('invention et de leur utilisation pour la production de LGL. 

Une preparation d'ARN a ete realised a partir de muqueuse isolee de (a region fundique d'estomac de lapin. 
Les ARN messagers isoles par chromatographie d'aff inite\ sur colonne d'oligo-dT cellulose ont ete convertis 

25 en ADN complementaire (ADNc) gr£ce a I'utilisation d'enzymes particulieres: la reverse transcriptase du Virus 
du Sarcome de Rous et la DNA polymerase I de E. coli (fragment de Klenow). Cet ADNc a ete introduit dans 
le vecteur p(JC18 apres certaines modifications et les molecules recombinantes ont ete utilisees pour trans- 
former la bacterie E. coli, MM294. Les clones transformants ont ete cribles par hybridation in situ a I'aide de 
sondes synthetiques oligonucteotidiques radioactives deduites de la sequence NH 2 -terminale de la LGL. 

30 Les colonies bacteriennes correspondant a un signal positif lors des experiences d'hybridation, ont 6te 

isolees et I 'ADN plasmidique present dans leur cytoplasme amplif ie et purif ie. 

Apres purification, le clone pJ0101, contenant un ADNc de 1378 paires de bases (pb) a ete selectionne 
et sequence. L'analyse de la sequence nucleotidique de cet ADNc a permis de mettre en evidence une phase 
ouverte de lecture de 1194 nucleotides (NT) correspondant a une proteine de 398 AAet d'un poids molexrulaire 

35 de 44913 daltons. 

La comparaison avec les sequences nucleotidiques des ADNc des autres lipases preduodenales (Docher- 
ty, A.P.J, et al. (1985) op.cit.; Bodmer, M.W. et al. (1987) op.cit.) fait apparaTtre une homologie de 87,9% avec 
la LGH et de 79% avec la LLR (lipase linguale de rat) dans !es regions codantes. 

40 Techniques generates de cionage: 

Les methodes classiques de biologie moleculaire telles que la purification des ARN messagers, I'extraction 
etla purification d'ADN plasmidique, la digestion par des enzymes de restriction, I'electrophorese sur gel d'aga- 
rose ou de polyacryl amide, I'electroelution de gel d'agarose de fragments d'ADN, la transformation dans E. 
45 coli, sont decrites dans la litterature (Maniatis, T; et al., "Molecular cloning : a laboratory manual, Second Edi- 
tion", Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y., 1 989; Ausubel, KM. et al. (eds.), "Current Pro- 
tocols in Molecular Biology", John Willey and Sons, New- York, 1987). 

Les enzymes sont obtenues aupres des societes Boehringer ou New England Biolabs et utilisees dans 
les conditions preconisees par les fournisseurs. 
so Les fragments d'ADN destines a etre assembles sont separes seion leur taille par electrophorese sur gel 

d'agarose 1 %, purifies par electroelution et precipites parl'ethanol. La ligature des fragments d'ADN s'effectue 
en presence de T4DNAligase a 4°C ou a 16°C dans un tampon approprie selon que les morceaux a assembler 
possedent des extremites franches ou cohesives. 

Le sequencage de I'ADN s'effectue selon la methode des didesoxynucleotides (Sanger, F. et al., Proc. 
55 Nat. Acad. Sci. USA. 74 (1977) (5463-5467) en utilisant un kit "T7 Sequencing" (Pharmacia). 

^amplification enzymatique de fragments d'ADN specif iques s'effectue selon la methode de "Polymera- 
secataiysed Chain reaction" ou PCR (Saiki, R.K. et al., Science 230 (1985) 1350-1354) a I'aide d'un appareil 
PREM III LEP Scientific. 
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Les oligonucleotides utilises comme sondes radiomarquees ou comme amorces dans les reactions de 
PCR ou de sequencage sont synthetisees a I'aide d'un synthetiseur d'ADN modele 391 PCR-MATE (Applied 
Biosystems) et purifies par chromatographie haute pression en phase fiquide avant leur utilisation. 

Les molecules d'ADN recombinantes sont utilisees pour transformer des cellules competentes des sou- 
5 ches suivantes de E. coli: 

- MM294 [F-, endA1, hsdR17 (r k -m k +). supE44, thi-1. re!A1?], 

- MC1061[F-,araDA139, (ara-leu)7579, (Lac)X74, ga1U, galK, hsdR2 (r k -m k +), mcrB1 , rpsL(Str)] ou 

- W3110 l« [F' TraD36, LacK (lac Z) M15,pro + ]. 

L'ADN plasmidique est extrait des transformants bacteriens resistants a i'ampicilline selon un protocole 
10 derive de la met node de lyse afcafine decrite par Birnborm et Doly (Birnboim, H.C. and Doly, J., Nucl. Ac. Res. 
7 (1979) 1513-1523). 

^immunodetection de la lipase gastrique de lapin synthetisee dans la bacterie E. coli W3110 K apres ad- 
dition d'lsopropylThioGalactopyranoside (IPTG) au milieu de culture, s'effectue par une methode d'immu- 
noempreinte sur membrane de nylon en utilisant un anticorps de cobaye anti-LGL et le kit de revelation a la 
15 peroxydase immmunoPure ABC (Pierce). 

Exemple n° 1 : Clonage d'un ADNc codant pour la lipase gastrique de lapin 

1.1. Isolement et purification des ARN messagers de muqueuse fundique d'estomac de lapin. 

20 Apres broyage des tissus dans un tampon contenant du chlorure de lithium et de I'uree (Auffray, C. and 

Rougeon F., Eur. J. Biochem. 107 (1980) 303-314), TARN total est separe de I'ADN par precipitation selective 
au chlorure de lithium. Les proteines contaminant TARN sont alors elimin6es par extraction ph6nolique. Les 
ARN messagers, polyadeYiyles a leur extremtte 3'OH, sontsepares des ARN ribosomaux par chromatographie 
sur colonne d'oligodT-cellulose (Maniatis, T. et al., deja cite). On obtient ainsi environ 8 mg d'ARN total par 

25 gramme de tissu, contenant 1 a 3 % d'ARN messager polyadenyie. 

1. • f/f'se en evidence de TARN messager codant pour la LGL dans la preparation d'ARN messager extraite 
de '; luqueuse fundique d'estomac de lapin. 

La lipase gastrique de lapin a ete purif iee a t'homog6neit6 et sa sequence polypeptidique NH 2 -terminaIe 
determinee (Moreau, H. et al., Biochem. Biophys. Act. 960 (1988) 286-293). La figure 1 presente la comparai- 

30 son des sequences polypeptidiques aminoterminales de )a lipase gastrique de lapin, de la lipase gastrique hu- 
maine, de la lipase linguale de rat et de la lipase pancreatique de pore. Les sequences des trois lipases pre- 
duodenales n'ont aucune homologie avec la lipase pancreatique de pore. A I'exception du residu 21 (Ser au 
lieu de Thr), les sequences des trois lipases preduodenales sont identiques, du residu Met 14 au residu Pro 
26. Des sondes "anti-sens" peuvent etre deduites de la sequence amino-terminale de la LGL en tenant compte 

35 de la degenerescence du code genet ique. 

La sequence des sondes Lip7, Lip8 et Lip9, est presentee dans la figure 2. 

Af in de verifier la specif icite des sondes, des experiences d'hybridation de type "Northern" sont realisees. 
Six echantillons de 10 ^g d'ARN messager d'estomac de lapin sont denatures a 60°C, en presence de gfyoxal 
et de DMSO, avant d'etre separes selon la taille, par electrophorese, dans un gel d'agarose 1 % en tampon 

40 phosphate 10 mM pH=7 (Thomas, P., Proc. N. .^cad, Sci. USA. 77 (1980) 5201-5205). 

Apres Electrophorese, TARN messager est transfer sur des membranes de nylon (Biodyne PALL) selon 
le protocole preconise par le fournisseur. 

Les oligonucleotides Lip7, Lip8 et Lip9 sont marques a leur extremite 5'OH a I'aide de 32p-y-ATP et de T4 
polynucleotide kinase. Les membranes precedemment obtenues sont hyoridaes individuellement pendant 36 

45 heures a o7°0 dans un tampon 6 X SSC - 1 X Denhardt's - 0,05 % pyrophosphate de sodium contenant 25 
ng/ml des sondes radioactives Lip7, Lip8 ou Lip9 (Ausubel, F. et al. (eds), deja cite). Les membranes ont ete 
lavees dans un tampon 6X SSC - 0,05% de pyrophosphate de sodium a differentes temperatures qui tiennent 
compte de la taille de la sonde et de son contenu en (G+C). La sonde Lip7 n'a pas permis de detecter un signal 
d'hybridation par autoradiographie, Les resultats obtenus avec les sondes Lip8 et Lip9 sont presentes dans la 

so Figure 3. Un ARN d'environ 1350 nucleotides s'hybride avec les sondes Lip8 et Lip9. La taille de cet ARN 
correspond a celles des ARNm codant pour la lipase linguale de rat (Docherty, A.J. P. et al., deja cite) et pour 
ia lipase gastrique humaine (Bodmer, M.W. et at. deja cite). 

1.3. Synthdse d'ADN compiementaire de I'ARN messager d'estomac de lapin et insertion dans le vecteur 
pUC18. 

55 La synthese d'ADNc double brin est realisee a partir de 6p,g d'ARN polyA+. Une fraction de cet ADN est 

inseree dans le vecteur pUC18 par le biais de queues oligodC et oligodG ajoutees respectivement sur I'ADNc 
et sur le vecteur prealablement linearise parl'enzyme Pstl (Gubier, U. and Hoffman, B.J., Gene 25 (1983) 263- 
269). L'ensemble de ces etapes est presente dans fa figure 4 . 
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Les molecules hybrides sont utilisees pour transformer des bacteries competentes E. coli MM294. La se- 
lection des transformants s'effectue en etalant le produit de la transformation sur un milieu nutritif solide (LB- 
Agar) contenant de I'ampicilline a 50 mg/litre. 
1.4. Isolement de I'ADNc codant pour la LGL. 

5 Les colonies bacteriennes sont transferees sur des membranes de nylon (Biodyne PALL) et lysees selon 

un procede recommande par le fournisseur. Cette operation a pour effet de denaturer et de fixer sur la mem- 
brane I'ADN bacterien et plasmidique contenu dans les colonies. 

Apres plusieurs lavages dans un tampon 3X SSC - 0,1 % SDS, a temperature ambiante puis a 65°C, les 
f litres sont prehybrides a 37°C dans un tampon 6X SSC - 1X Denhardt's - 0,05 % pyrophosphate de sodium 

w -0,5% SDS. 

L'hybridation s'effectue pendant 16 heures a 37°C dans un tampon 6X SSC - 1 Denhardt's - 0,05 % py- 
rophosphate de sodium contenant la sonde Lip8 marquee au 32P a son extremite 5' a 10 ng/ml. 

Les f iltres sont laves deux fois dans un tampon 6X SSC - 0,05% pyrophosphate de sodium a temperature 
ambiante avant d'etre places en autoradiographie pendant 48 heures. 
15 Un deuxieme criblage est ef fectue sur deux series de fibres avec les sondes Lip8 et Lip9 pour les colonies 

ayant donne un signal d'hybridation positif lors du premier criblage. 

Quatre clones ont ete selectionnes apres le deuxieme criblage. La coupure par I'enzyme de restriction Pstl 
de I'ADN plasmidique de ces clones montre qu'ils contiennent tous un plasmide ayant un insert Pstl-Pstl de 
1,35 Kb. L'un des plasmides, pJ0101, est prepare a partir d'un litre de culture bacterienne en vue de son ana- 
20 lyse d6taillee et de son sequencage. 

La carte de restriction du plasmide pJ01 01 est presentee dans la figure 5 . Le sequencage de I'insert ADNc 
est realise sur I'ADN double brin par la met node de Sanger (Sanger, R et at., Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 74 
(1977) 5463-5467). 

La sequence complete de I'ADNc comporte 1 378 nucleotides et est presentee dans la figure 6 . Une phase 
25 ouverte de lecture allant du nucleotide 54 au nucleotide 1 247 code pour une proteine de 398 AA. La sequence 
de cette proteine est rapportee dans la figure 7 . Cette proteine possede 84,4 % d'homologie avec la lipase 
gastrique humaine (Bodmer et al. (1987) op. cit.) et 75 % avec la lipase linguale de rat (Docherty et al. (1985) 
op. cit). Les residus 23 a 52 correspondent a la sequence NH 2 -terminale determinee sur la LGL purifiee (Mo- 
reau, H. et al. (1988) deja cite). La position 34 correspond a un residu Asn et non His comme cela avait ete 
30 precedemment decrit Les positions 46 et 50 non identifies prealablement, correspondent respectivement a 
des residus Ser et Glu. La LGL est done synthetisee sous forme d'un precurseur constitue d'un peptide signal 
amino-terminal de 22 AAprecedant la chame polypeptidique de I'enzyme. 

Exempte n° 2 : Construction des plasmides pour exprimer la LGL dans Escherichia coli. 

35 

2.1. Choix du vecteur d'expression. 

Le vecteur retenu pour exprimer la LGL dans E. coli est un plasmide dans lequel un fragment d'ADN synthe- 
tique de 172 bp contenant un promoteur de type Tac et un terminateur de transcription, a ete insere entre les 
sites EcoRI et Ndel de pBR322 (Bolivar, R et al., Gene 2 (1977) 95-113). La carte de restriction du vecteur 
40 pRU276 est presentee dans ia figure 8 et la sequence nucleotidique du fragment d'ADN EcoRI-Ndei dans la 
figure 9 . 

2.2. Construction du plasmide pRGLN1.3 

:omme la plupart des proteines secretees, la LGL est synthetisee sous forme d'un precurseur compose 
d'un peptide signal de 22 acides amines, situe a I'extremite NH 2 -terminaie et precedant la sequence polypep- 
45 tidique de la lipase mature. La determination de la sequence de la lipase gastrique humaine (LGH) et la lipase 
linguale de rat (LLR) avaient montre que la LGL etait plus courte de 3 acides amines que les deux autres lipases 
(Moreau et al. deja cite). Ces resultats sont presentes dans la figure 1 . 

Par contre, la comparaison des sequences des precurseurs de la LGH et de la LGL ne fait apparattre au- 
cune difference au niveau du site de coupure des sequences polypeptidiques prirnaires, comme cela est mon- 
50 tre dans la figure 10 . On peut done supposer que I'absence de 3 residus a I'extremite NH 2 -termina!e de la LGL 
est due a Taction d'une aminopeptidase sur I'enzyme apres qu'elle ait ete secretee par la muqueuse gastrique. 

De plus, il a ete recemment montre que Telimination des 4 acides amines NH 2 -terminaux de la LGH par 
proteolyse partielle, entraine une perte de Tactivite lipasique de i'enzyme (Bernback, S. and Blackberg, L., Bio- 
chemistry 182 (1 989) 495-499). 
55 Des constructions laissant ou non les residus Leu-Phe-Gly a I'extremite NH 2 -terminale de la proteine 

synthetisee dans E. coli ont ete realisees. 

Malgre les etudes exhaustives qui ont ete faites, peu de correlations ont pu etre etablies entre le niveau 
d'expression d'une proteine heterologue dans une bacterie et la sequence nucleotidique de la region 5'-ter- 
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minale de i'ARN messager de cette meme proteine. Cependant, nombre d'observations ont permis de deduire 
certaines regies empiriques pouvant conduire a un niveau d'expression plus eleve dans les bacteries recom- 
binantes, 

Parmi ces "regies", on peut citer: 
5 - la distance entre la region de Shine et Dalgarno et I'AUG initiateur comprise entre 6 et 12 nucleotides. 

- une sequence de Shine et Dalgarno riche en purines (AGGA). 

- une structure secondaire minimale entre Shine et Dalgarno et I'AUG initiateur. 

- ('absence de structure secondaire (double brin) dans les regions de I'ARN messager contenant la se- 
quence Shine et Dalgarno et I'AUG initiateur. 

10 On peut tenir compte de telles contraintes dans les programmes d'analyse permettant de definir les se- 

quences nucleotidiques de region 5' non codantes des ARNm susceptibles de conduire aux meilleurs niveaux 
d'expression de proteines heterologues particulieres, telles que la LGL dans E. coli. 

Les structures secondaires possibles autour de I'AUG initiateur des ARN messagers codant pour la LGL 
et issus des plasmides pRGLN1.3 et pRGLN2.1 sont presentees dans la figure 11 . 

15 Grace a des amorces syntheiiques specif rques presentees dans la figure 12 et par ia technique d'ampli- 

f ication genique PGR, le cDNA codant pour la partie mature de la LGL (avec la sequence Leu-Phe-Gly) est 
positionne derriere un codon d'initiation de la traduction ATG et place entre des sequences nucleotidiques tel- 
les qu'on puisse Tinserer dans le vecteur d'expression pRU276 entre les sites de restriction Bglll et Sail. Du 
fait de la presence d'un codon ATG immediatement en amont des sequences codant pour une LGL possedant 

20 ou non la sequence Leu-Phe-Gly, dans les constructions pRGLN.3 et pRGLN2.1 , les proteines recombinantes 
obtenues possederont, totalement ou partiellement, une methionine a leur extremite NH 2 -terminale. 

Le plasmide recombinant pRGLN1.3 dont le schema de construction est reporte dans la figure 13 a ete 
obtenu dans la souche E. coli MM294 puis transfere dans la souche E. coli W3110 \% frequemment utilisee 
pour ('expression de proteines heterologues. Cette souche contient le gene du represseur Laclq situe sur un 

25 episome non transferable F: le represseur synthetase en quantite importante dans la bacterie reprime I'expres- 
sion de tous les genes places sous controle d'un promoteur de type lactose. 
2.3. Construction du plasmide pRGLN2.1. 

De la m§me facon, la plasmide pRGLN2.1 dans lequel I'ADNc de la lipase gastrique de lapin depourvu 
des codons Leu-Phe-Gly de I'extremite 5' a ete place sous contrdle du promoteur Tac, a ete construit. L'am- 

30 pi if ication genique par PCR a ete realisee grace aux amorces presentees dans la figure 14. 
Le schema de construction du plasmide PRGLN2.1 est presente dans la figure 15 

Exemple n° 3 : Expression de la LGL dans E. coli. 

35 Les plasmides pRGLN1.3 et pRGLN2.1 ont ete introduits dans I'h6te E. coli W311 0 K Les bacteries trans- 

ferees par les differents plasmides sont cultivees dans du milieu M9+glucose (Maniatis, T. et al., deja cite). 
Pendant la phase exponentielle de croissance, I'expression de la LGL est induite par addition d'lsoPropylThio- 
Galactopyranoside a la concentration finale de 2 mM, 

Apres 4 heures a 37°C, les bacteries sont recoltees, centrifugees et lavees avec du tampon PBS. Les bac- 
40 teries sont ensuite lysees dans un tampon SDS/ p-mercaptoethanol pendant 10 minutes a 100°C. 

L'analyse des proteines sur gel d'electrophorese en conditions denaturantes permet la mise en evidence 
d'une bande proteique pouvant correspondre a la lipase. La proteine est exprimee a un taux tel qu'elle peut 
SLciC'ee par cette technique comme ceci est montre dans la figure 1 6. 
Afin de s'assurer que cette proteine, induite par I'addition d'IPTG au milieu de culture, correspond bien a 
45 la LGL, les proteines provenant de cultures de bacteries transformees par les differents plasmides induites et 
non-induites par Tagent chimique sont transferees sur une membrane de nylon apres qu'elles aient ete sepa- 
rees selon leur tailie par electrophorese sur gel de polyacrylamide-SDS. Le complexe entre ia LGL et I'anticorps 
anti-LGL peut etre mis en evidence grace a une reaction coiorimetrique faisant intervenir un deuxieme anti- 
corps couple a une enzyme, la peroxydase de raifort Les resultats sont presentes dans la figure 17. 
so La detection de I'activite de la LGL recombinante, notamment celle issue d'un lysat bacterien provenant 

d'une culture de W3110(pRGLN1.3), est avantageusement realisee parlamethode de Gargouri etal (gastroen- 
terology 91(1986) 265-275) en utilisant la tributyrine comme substrat. 



55 Revendications 

1. Acide nucleique caracterise en ce qu'il comprend le fragment d'ADN delimite par les nucleotides situes 
aux positions 120 et 1247 de I'ADN represente sur la figure 6, ce fragment d'ADN codant pour le poiy- 
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peptide delimite par les acides amines situes aux positions 23 et 398 de la sequence en acides amines 
representee sur la figure 7, ce polypeptide correspondant a la lipase gastrique de lapin. 

2. Acide nucleique selon la revendication 1, caracterise en ce qui! comprend en amont du fragment d'ADN 
represente sur la figure 1, le fragment d'ADN delimite par les nucleotides situes aux positions 111 et 119 
de I'ADN represente sur la figure 6, et codant pour la sequence en acides amines Leu-Phe-G(y. 

3. 3. Acide nucleique selon la revendication 1 ou la revendication 2, caracterise en ce qu'il comprend en 
amont du fragment d'ADN delimite pares nucleotides situes aux positions 120 et 1 247, et de celui delimite 
par les nucleotides situes aux positions 111 et 1247 de la figure 6, un fragment d'ADN codant pour une 
methionine. 

4. Acide nucleique selon la revendication 1 caracterise en ce qu'il comprend le fragment d'ADN delimite par 
les nucleotides situes aux positions 54 et 1247 de I'ADN represente sur la figure 6, ce fragment d'ADN 
codant pour le polypeptide de 398 acides amines represente sur la figure 7, ce polypeptide correspondant 
au precurseurde la lipase gastrique de lapin. 

5. Acide nucleique caracterise en ce qu'il comprend en amont d'un des fragments d'ADN selon fune des 
revendications 1 a 4, une sequence signal codant pour un peptide signal. 

20 6. Acide nucleique caracterise en ce qu'il comprend I'une ou I'autre des deux sequences nucleotidiques 
complementaires constituant les fragments d'ADN selon Tune des revendications 1 a 5. 

7. Acide nucleique caracterise en ce qu'il est susceptible de s'hybrider avec un acide nucleique selon la re- 
vendication 6. 

25 

8. Acide nucleique codant pour un polypeptide tel que def ini dans I'une des revendications 1 a 5, et dont la 
sequence nucleotidique differe, en fonction de la degenerescence du code genetique, des sequences nu- 
cleotidiques def inies dans I'une des revendications 1 a 7. 



15 



30 



35 



40 



45 



9. Acide nucleique recombinant caracterise en ce qu'il comprend un acide nucleique selon I'une des reven- 
dications 1 a 8, insere dans une sequence nucleotidique heterologue vis a vis du susdit acide nucleique. 

10. Acide nucleique recombinant selon la revendication 9, caracterise en ce qu'il comprend un promoteur situe 
en amont de I'acide nucleique selon I'une des revendications 1 a 8, et sous le controle duquel la trans- 
cription dudit acide nucleique est susceptible d'etre effectuee, ainsi qu'une sequence codant pour des 
signaux de terminaison de la transcription situee en aval dudit acide nucleique. 

11. Vecteur recombinant, notamment du type plasmide, cosmide ou phage, caracterise en ce qu'il contient 
un acide nucleique recombinant selon la revendication 9 ou la revendication 10, en Pun de ses sites non 
essentiels poursa replication. 

12. Vecteur recombinant selon la revendication 11, caracterise en ce qu'il contient en Tun de ses sites non 
essentiels pour sa replication, des elements necessaires pour promouvoir et controler I'expression d'un 
acide nucleique selon I'une des revendications 1 a 8, dans un hate cellulaire, et plus particulierement un 
promoteur reconnu par les polymerases de I'hote cellulaire, notamment un promoteur inductible. 

13. Hote cellulaire, de type procaryote ou eucaryote, transforme par un vecteur recombinant selon la reven- 
dication 11 ou la revendication 12, et comprenant les elements de regulation permettant I'expression d'un 
acide nucleique selon I'une des revendications 1 a 8. 

14. Polypeptide caracterise en ce qu'il est code par un acide nucleique selon Tune des revendications 1 a 8. 

15. Polypeptide selon la revendication 14, correspondant selon le code genetique universel a I'acide nuclei- 
que selon la revendication 1, et delimite par les acides amines situes aux positions 23 et 398 de la se- 
quence en acides amines representee sur la figure 7. 

16. Polypeptide selon la revendication 14, correspondant selon le code genetique universel a I'acide nuclei- 
que selon la revendication 2, ce polypeptide etant constitue de la sequence en acides amines delimitee 
par les acides amines situes aux positions 23 et 398 de la figure 7, et d'une sequence Leu-Phe-GIy situee 
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en amont de cette derniere. 

1 7. Polypeptide selon la revendication 1 5 ou la revendication 1 6, caracterise en ce que sa sequence en acides 
amines est precedee d'une methionine. 

18. Polypeptide selon la revendication 14, correspondant selon le code genetique universe! a I'acide nuclei- 
que selon la revendication 4, et tel que represents sur la figure 7. 

19. Polypeptide caracterise en ce qu'il comprend un fragment des polypeptides recombinants selon Tune des 
revendications 14 a 18, ou tout polypeptide modifie par substitution et/ou addition et/ou suppression d'un 
ou plusieurs acides amines de ces polypeptides recombinants, ces fragments ou polypeptides modifies 
conservant les proprietes enzymatiques des polypeptides recombinants susmentionnes. 



20. Procede de preparation d'un polypeptide selon Tune des revendications 14 a 19, comprenant la succes- 
sion d'etapes suivantes: 

15 - la mise en culture d'un note cellulaire selon la revendication 1 3, dans un milieu de culture approprie, 

et 

- la recuperation du polypeptide produit par ledtt note cellulaire, soit directement a partir du susdit mi- 
lieu de culture, soit apres lyse de I'hdte cellulaire. 

20 21. Composition pharmaceutique caracterisee en ce qu'elle comprend au moins un type de polypeptide selon 
I'une des revendications 14 a 19, le cas echeant en combinaison avec un autre polypeptide a activite li- 
pasique, en association avec un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 

22. Utilisation d'un ou plusieurs des polypeptides selon I'une des revendications 14 a 19, pour I'obtention de 
25 medicaments destines a faciliter I'absorption des graisses animales ou vegetales ingerees par un individu 

sain ou atteint d'une ou plusieurs pathologies affectant ou non le taux de production de lipase gastrique. 

23. Utilisation d'un ou plusieurs des polypeptides selon I'une des revendications 14 a 19, pour I'obtention de 
medicaments destines au traitement des pathologies liees a Tinsuff isance, voire I'absence, de production 

30 de lipase dans I'organisme, et plus particulierement de pathologies telles que la mucoviscidose, et I'in- 

suffisance pancreatique exocrine. 

24. Utilisation d'un ou plusieurs des polypeptides selon I'une des revendications 14 a 19, ou de toute autre 
lipase gastrique de mammiferes et derives, pour la mise en oeuvre de reactions de biocon versions enzy- 

35 matiques (telles que hydrolyses, trans-esterif ications enzymatiques), notamment sous forme immobiiisee 

sur un support solide. 
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GACTTCCAGAGAAACATAATCCGAATTGTTTCTGAGG&3ACTGTCAGTCC 



CTGAAGGTCTCTTTGTATTAGGCTTAACAAAGACTCCTCTGACAGTCAGG 
AAAATGTGGGTGCTTTTCATGGTGGCAGCrTC^ 

TTTTACACCCACGAAAAGTACCACCGTCGAAACGATAGACGTGAACCTTG 



50 



100 



TACACATGGTCTTTTTGGAAAATCAGCACCAACAAACCCTGAAGTGAATA 
# + . . + . h # + 150 

ATGTGTACCAGAAAAACCTTTTAGTCGTGGTTGTTTGGGACTTCACTTAT 



TGAATATTAGTCAGATGATTTCCTACTGGGGATACCCAAGTGAAAAATAT 
ACTTATAATCAGTCTACTAAAGGATGACCCCTATGGGTTCACTTTTTATA 
GAAGTTGTGACTGAAGATGGTTATATCCTTGAGGTTAACAGAATTCCTTA 
CTTCAACACTGACTTCTACCAATATAGGAACTCCAAT^TCTTAAGGAAT 
TGGGAAGAAAAATTCAGGGAACAGAGGCCAGAGACCCGrCGTATTTTTGC 
ACCCTTCTTTITAAGTCCCTTGTCTCCGGTCTCTGGGCAGCATAAAAACG 
AGCATGGTTTGCTTGCATCAGCCTCAAACTGGATCTCC1ACCTGCCCAAC 
TCGTACCAAACGAACGTAGTCGGAGTTTGACCTAGAGGTTGGACGGGTTG 



200 



250 



300 



350 



AACAGCCTGGCCTTTATTCTGGCAGATGCTGGTTATGGtGTGTGGCTGGG 
t h 1 ^ 1 + t F u + 400 

XTGTCGGACCGGAAATAAGACCGTCTACGACCAATACCACACACCGACCC 



GAACAGCAGAGGAAATACCTGGTCCAGAAGAAACTTATACrATTCACCAG 
B 9 ^ # - r # r _ h 

CrTGTCGTCTCCTTTATGGACCAGGTGTTCTTTGAATAZGATAAGTGGTC 



450 



ACTCCGTTGAATTCTGGGCTTTTAGCTTTGATGAAATGGCTAAATATGAC 
. + . + . + # j. m + 500 

TGAGGGAACTTAAGACCCGAAAATCGAAACTAC7TTACCSATTTATACTG 



CTTCCAGCCACAATTGACTTCATTGTAAAGGAAACTGGACAGGAAAAGC7 
GAAGGTCGGTGTTAACTGAAGTAACATTTCCTTTGACCTGTCCTTTTCGA 
GCACTATGTTGGTCATTCCCAGGGCACCACCATTGGTTTTATTGCCTTTT 
CGTGATACAACCAGTAAGGGTCCCGTGGTGGTAACCAAAATAACGGAAAA 
CTACAAATCCCAAGCIGGCTGAAAGAATCAAAACCTTTTATGCATTAGCT 
GATGTTTAGGGTTCGACCGACrT^CTTAGTTTTGGAAAATACGTAATCGA 



550 



600 



650 



C CAGT CGC CACTGTG AAGT ATACAAAAAG C CTTGTAAACAAACTTAGGTT 

, + 4 * . + , . + 7 00 

GGTCAGCGGTGACACTTCATATGTTTTTCGGAACATTTGrTTGAATCCAA 



Pioure 6 
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TATTCCTCCAACCATGTTCAAGATTATATTTGGTGACAAAATATTCTACC 

. + . + . +- . + . + 750 

ATAAGGAGGTTGGTACAAGTTCTAATATAAACCACTGTTTTATAAGATGG 

CACACAATTTCTTTGAXCAATTTCTTGCCACTCAAGTGTGTTCCCGTGAG 
. + . + t + , + . ^ 300 

GTGTGTTAAAGAAACTAGTTAAAGAACGGTGAGTTCACACAAGGGCACTC 

ACACTGAATGTAATTTGCAGCAATGCCTTATTTATCATTTGTGGCTTTGA 

. + . + ♦ + . + . + 8 

TGTGACTTACATTAAACGTCGTTACGGAATAAATAGTAAACACCGAAACT 

CAGCGCAAACTTGAACATGAGTCGCTTGGATGTGTACGTGTCACATAATC 
# + t + t + . + m + 900 

GTCGCGTTTGAACTTGTACTCAGCGAACCTACACATGCACAGTGTATTAG 

CGGCAGGAACTTCAGTTCAAAACATGCTGCACTGGACCCAGGCTGTTAAA 
4 + _. , + m + . + , ^ 950 

GCCGTCCTTGAAGTCAAGTTTTGTACGACGTGACCTGGGTCCGACAATTT 

TCTGGAAATTTTCAAGCTTTTAATTGGGGAAGTCCAGCTCAGAATGTAGT 

. + t ^ t + . + # + 1000 

AGACCTTTAAAAGTTCGAAAATTAACCCCTTCAGGTCGAGTCTTACATCA 

GCP.CTTCAATCAGCCCACACCTCCCTACTACAATGTGACCGCCATGAATG 

. + . + . 4* . + . + 1050 

CGTGAAGTTAGTCGGGTGTGGAGGGATGATGTTACACTGGCGGTACTTAC 

TGCCAATTGCAGTGTGGAGTGGTGGCAATGACTGGTTGGCTGACCCCCAA 

. + . + . + . + . + iioo 

ACGGTTAACGTCACACCTCACCACCGTTACTGACCAACCGACTGGGGGTT 

GATGTTGACCTTTTGCTTCCAAAACTTTCTAATCTCATTTACCACAAGGA 

. + . + , + . + . * iiso 

CTACAACTGGAAAACGAAGGTTTTGAAAGATTAGAGTAAATGGTGTTCCT 

GATTCTTCCATATAATCACTTGGATTTTATCTGGGCAATGAATGCTCCTC 

m + . ^ . + . + . + 12 00 

CTAAGAAGGTATATT AGTG AAC CTAAAATAGACC CGTTACTT ACG AGG AG 

AAGAAGTTTACAATGAAATTATTTCTATGATGGCAAAAGATAAAAAGTAG 

. — — + . + . + . + . + 12 50 

TTCTTCAAATGTTACTTTAATAAAGATACTACCGTTTTCTATTTTTCATC 

TTCTGGATTTAAAGAATTATCCATTTATTTTCCTGAAATACTTTGTTCTC 

. + t + , + , -r. 1300 

AAGACCTAAATTTCTTAATAGGTAAATAAAAGGACTTTATGAAACAAGAG 

TCATACTCAATGACCTATAATGTTTGGGATTCTGTGTTTCTTTCTGTACT 

, 4- . , . + . + 13 50 

AGTATGAGTTACTGGATATTACAAACCCTAAGACACAAAGAAAGACATGA 

TCTGACTTTAGAAATACACTGGCATCAA 

. + . . 1378 

AGACTGAAATCTTTATGTGACCGTAGTT 
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10V 20v 30V 40v 50v 

LGL MWLFMVAALI^AI^TTHGLFGKSAPTNPEVNMNISQMISYWGYPSEKYEV 
MW : L ; ; A : L; S . LGTTHGLFGK P . : PEV . MNISQMI : YWGYP : E . YEV 
HGL MWLLLTMAS LI S VLGTTHGLFGKLHPGS PEVTMN IS QMI TYWG YPNEE YEV 

10* 20* 30* 40* 50* 

60v 70v 80v 90v lOOv 

LGL VTEDGYILEVNRIPYGKKNSGNRGQRPVVFLQHGLLASASNWISNLPNNSL 
VTEDGYI LEVNRI PYGKKNSGN GQRPWFLQHGLLASA : NWISNLPNKSL 
HGL VTEDGYILEVNRIPYGKKNSGNTGQRPWFLQHGLLASATNWISNLPNNSL 
60* 70" 80* 90* 100* 

llOv 120V 130v 140V 150v 

LGL AFILADAGYGVWLGNSRGNTWSRRNLYYSPDSVEFWAFSFDEMAKYDLPAT 
AFILADAGY:VWLGNSRGNTW:RRNLYYSPDSVEFWAFSFDEMAKYDLPAT 
HGL AFILADAGYDVWLGNSRGNTWARRNLYYSPDSVEFWAFSFDEMAKYDLPAT 
110* 120* 130* 140* 150* 

160v 170v 180v 190v 200v 

LGL IDFIVKETGQEKLHYVGHSQGTTIGFIAFSTNPKLAERIKTFYALAPVATV 
IDFIVK.TGQ. : LHYVGHSQGTTIGFIAFSTNP * LA . RIKTFYALAPVATV 
HGL IDFIVKKTGQKQLHYVGHSQGTTIGFIAFSTNPSLAKRIKTFYALAPVATV 
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210v 220v 230v 240v 250v 

LGL KYTKS LVNKLRFI PPTMFKI I FGDKIFYPHKFFDQFLATQVCSRETLNVI C 
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LGL SNALFIICGFDSANLNT^RLDVYVSHKPAGTSVQNMLHWTQAVKSGNFQAF 
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370" 380* 390* 



FIGURE 10 



23 



EP 0 542 629 A1 



A 
C 
A 
A 



0 G A C A G C 

U G A A A U 

I I M I I 

AC 0 O U A 

C AC A C A A 



A G A G 



Clone pRGLNl.3 



A C A C 



A C 

U A CAGC A A C A A 

C UGAAAU ACC ACCC 

* i II II I III M 

A ACUUUA 0GG U G 

G C A C A A GCGAG 

A A 



G G A C 



Clone DRGLN2.1 



FIGURE 11 



24 




25 



EP 0 542 629 A1 



PstI 



Tac 



pJO101 



PstI 



ORI 



PstI 



gel d 1 agarose 



electroelution du cDNA 
de la LGL 



amplification par PCK 
avec amorce 1 
et amorce 2 




3gHI 
Sail 



gel d' agarose 



electroelution du fragment 
de 2.2 Kb 




I igation 



transformation dans £ coii MM294 



pRGLNl. 3 



FIGURE 13 



26 



EP 0 542 629 A1 




27 



BP 0 542 629 A1 



PstI 



Tac 



pJO101 



PstI 



OKI 



PstI 



gel cT agarose 



electroelution du cDNA 
de la LGL 



amplification par PGR 
avec amorce 2 
et amorce 3 



AR 




gel d* agarose 



elecrroelution du fragment 
de 2.2 Kb 




ligation 



transformation dans F. coli MM294 



PRGLN2.1 



FIGURE IS 
28 



EP 0 542 629 A1 



1 2 3 4 5 6 7 8 




FIGURE 16 



29 



EP 0 542 629 A1 



7 6 5 4 3 2 1 




LGL 



FIGURE 17 



30 



BP 0 542 629 A1 



Office curopeen 
des brevets 



RAPPORT DE RECHERCHE EUROPEENNE 



Numero de Ik dcmandc 

EP 92 40 3055 
Page 1 



DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



; Categoric 



D,X 
D,Y 



D,X 



Chacon du document »vec indication, en ess de besoin, 
des parties pertincntct 



EP-A-0 261 016 (JOUVEINAL S.A.) 
23 Mars 1988 



* revendications 9,13 * 

WO-A-8 601 532 (CELLTECH LIMITED) 
13 Mars 1986 

* page 18, dernier alinea ; revendications 
1-14,16-22 * 

BIOLOGICAL ABSTRACTS . - MICROFILMS. 

vol. 87, no, 2, 1989, PHILADELPHIA, PA US; 

REF. NO. 19788 

B. GOTTSCHALK ET AL. 1 COMPARISON OF TWO 

PANCREATIC ENZYME PRODUCTS FOR THE 

TREATMENT OF MALDIGESTION IN CYSTIC 

FIBROSIS (MUCOVISCIDOSIS) 1 

& MONATSSCHR. KINDERHEILKD. 

vol. 136, no. 9, 1988, BERLIN, FRG 

pages 626 - 629 

CHEMICAL ABSTRACTS, vol. 115, no. 16, 
21 Octobre 1991, Columbus, Ohio, US; 
abstract no. 166455v, 

E. LEVY ET AL. 'Partially purified rabbit 
gastric lipase: in vitro and in vivo 
experiments to assess its potential 
contribution to gastric and intestinal 
lipolysis' 

page 473 ;colonne L ; 

* abrege* * 

& NUTR. RES. (NEW YORK) 

vol. 11, no. 6, 1991, NEW YORK, US 

pages 607 - 619 



V- 



Revefldicaboii 



CLA5SEMENT DC LA 
DEMANDS (Int. Q.5 ) 



14-15, 
21-23 
1,3-15, 
17-24 



1.3-15, 
17-24 



23 



21-23 



21-23 



Le present rapport a ete etabli pour toutes les revendications 



C12N15/55 
C12N9/20 
A61K37/54 
C12N11/00 



DOMAIN ES TECHNIQUES 
RECHERCHES (Int. CLS ) 



C12N 
A61K 



Ua 4* I* ndtardtt 

LA HAYE 



Dtfe **Mv*mad it la rechercJ» 

03 FEVRIER 1993 



THIELE U.H.-C.H. 



CATEGOME DES DOCUMENTS CITES 



X : partial I ierenent pertinent a lul sail 

Y : parti culieretnent pertinent en com bin ai son ivcc un 

autre document de la mAnte cat£gori# 
A : arriew-plao technologic ue 
O : divulgation non-ecrit« 
P : document intercaJalrt 



T ■ th«orie ou prlncip* i It base it l' invention 
E : document de brevet anterieur, mais publie i 1% 

date de depM ou apres cttte date 
D : cite dans ia dan and e 
L : cite pour d'autres raisoos 

A : membra dt la m«n« faaille, document correspondant 



31 



EP 0 542 629 A1 



Office europeen 
dcs brevets 



RAPPORT DE RECHERCHE EUROPEENNE 



Numero d« la d«nand« 

EP 92 40 3055 
Page 2 



, — ■ ' ~ • Mcuik besoiiii * 



Cktrtoric 



dcs parties pcrtmcmcs 



Revcndk»tioa 
conccreee 



DE-A-3 737 333 (BASF AG) 
18 Mai 1989 , 
* revendications 1,10-12 



CLASS EMENT DE LA 
DEMANDS (Int. CIS)^ 



ljC prtsH ,t report . «e ppurtout^^^^ 

_ — i ii i- 1 hii^wt d* 



UMiel* r*ta«rca« 

LA HAYE 




03 FEVRIE* 1993 



^^OWE DES DOCLMENTS CITES 

X : partiailiirement perrin«t i 1 ^ 1 avec un 

V • oarti allurement j>ertin<Mt en C «"2* ,5WU 

Sire ioaim^t de la catfcgorte 
A : arri*w-pl»» technology* 
O : divulgation non-^crite 

p : docunent intercalair* _ 



date d« diott ou aprds cette date 
D • cit4 dans la demand* 

L : dt* poor d'autres ralsons 

^m^'dVum^ 



32 



